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微波合成大豆蛋白-糖接枝物理化

性质的研究
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摘   要：采用微波合成SPI- 糖接枝物，并对其纯化，分析结果表明：SPI- 乳糖接枝物相对分子质量(RMW)相对

于SPI 变化不大，而SPI-SS 接枝物未监测到＞440K 组分 1；而且，接枝物中总糖的含量明显提高，赖氨酸、精

氨酸减少，特性黏度出现不同程度的增加，而热变性峰值温度则有所降低。另外，通过荧光分析证明，SPI 及

其接枝物分别在450nm 与 430nm 处有最大荧光强度，该波长的变化符合美拉德反应产物的荧光特征。
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Abstract ：SPI(soy protein isolate)-saccharide grafts were synthesized by microwave radiation and then purified. The analytic

results showed that the relative molecular weight (RMW) of the SPI-lactose graft was not changed by gel chromatography in

Sepharose CL-6B, and the composition 1 (RMW＞440k) could not be detected in the SPI-SS(soy protein isolate-soluble starch)

graft; where as the total content of saccharides grew obviously, and its intrinsic viscosity was also enhanced, but both the heat-

denaturalization temperature, and the lysine and arginine contents decreased. In addition, by the fluorescence analysis, the

maximal fluorescence intensity (FI) of SPI was at 450 nm, however, that of grafts was at 430nm, so the change is accordance with

the fluorescent characteristic of the Maillard-type products.
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蛋白质-糖接枝反应[1-6]是基于蛋白质分子中氨基酸

侧链的自由氨基和糖分子还原末端的羰基之间的羰氨反

应——美拉德反应(Maillard reaction)，该反应中蛋白质

与糖以共价结合，不需要催化剂，仅加热就可使该反

应自发地进行，经接枝改性的蛋白质功能性( 如水溶

性，乳化性，热稳定性等)有很大的改善，是目前蛋白

改性中较为理想的方法

对于美拉德反应，美国化学家Hodge[7]于 1952 年首

先对该反应机理作了系统的论述，认为美拉德反应可以

分成三个反应阶段：初级阶段(羰氨加成反应)，高级阶

段(成环、脱水、重排、异构化等)及最终反应阶段(生

成类黑素) 。影响美拉德反应的因素有 p H 值、温度、

反应时间、离子强度等。

从目前所报道的文献来看，蛋白质与还原糖通过美

拉德反应进行接枝改性的方法主要有干法[1-3]与湿法[4-6]两

种。但是这两种方法的反应时间较长，特别是干法反

应，少则数小时，多则几天甚至几周，不利于应用。

因此，加速蛋白质与糖的接枝反应，缩短反应时间，
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是本研究的重要内容。本课题小组经过深入研究终于在

加速蛋白质-糖接枝反应上采用微波辐射的方式进行接枝

反应取得了突破[8-10]：在蛋白质-糖湿法接枝改性研究的

基础上，通过微波辐射强化已取得了良好的结果，该

法极大地提高了接枝反应的速度，而且经接枝改性产品

的功能性如水溶性、乳化性、热稳定性等有很大的改

善，并跟其它加热方式合成蛋白质 - 糖共价物的结果的

报道基本一致[1-6]，该微波只是加速了SPI-糖接枝反应的

进行，而跟其它类似反应在本质上均无区别。而本实

验主要探讨微波合成的大豆蛋白-糖接枝物在理化性质方

面的一些变化。

1 材料与方法

1.1 试剂、材料

大豆分离蛋白(SPI)    日本不二公司(粗蛋白92.0%

GB5009.5－ 1985，水分5.8%，GB5497 － 1985)；α-乳

糖；可溶性淀粉( S S ) ；透析袋( 截留相对分子质量

12kD)；Sepharose CL-6B 琼脂糖凝胶；凝胶色谱用标

准蛋白；赖氨酸、邻苯二甲醛( O P A ) 、十二烷基磺酸

钠( S D S )、β- 巯基乙醇、硼砂、甲醇、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钾等均为分析纯。

1.2 仪器

NJL08-3型实验专用微波反应器    南京杰全微波设备

有限公司制造；BSZ-100 型自动部分收集器；650-60 型

荧光分光光度计    日本日立公司；氨基酸自动分析仪    日

本东芝公司；差示扫描分析仪    美国 PE公司；奥氏黏

度计；弗鲁克高剪切分散乳化机；尤尼柯UV-2100 分光

光度计；磁力加热搅拌器；L D 2 - 2 离心机。

1.3 方法

1.3.1 SPI 溶液的制备

称取一定量的SPI，加入磷酸缓冲液(pH7.8, 1/15mol/L)

中，均质 1min，磁力加热搅拌 2h(30℃)，离心 30min

(2000 × g)后所得上清液经滤纸过滤后于 4℃冰箱保存

备用，凯氏定氮法(GB5009.5 － 1985)测定蛋白液的浓

度(mg/ml)。

1.3.2 SPI-糖接枝物的制备

将1.3.1中制备好的SPI液用相同的磷酸缓冲液稀释

到1.0～2.0mg/ml，加入糖，依据文献[8～10]，采用微

波反应器回流式接枝反应，功率 500W，温度控制在 90

± 1℃。反应结束后对于不同的糖类其处理方法如下：

SPI- 乳糖反应混合物：取 5ml 反应混合物于冰箱

－ 20℃保存备用，其余反应混合物于蒸馏水中透析(4℃)，

所得透析液进行冷冻干燥制成干粉。

SPI-SS反应混合物：4℃保存过夜，离心(2500× g)

除去不溶物，取上清液5ml 于冰箱－ 20℃保存备用，其

余反应混合物于蒸馏水中透析(4℃)，所得透析液进行冷

冻干燥制成干粉。

1.3.3 自由氨基测定

采用 O P A 法对蛋白中自由氨基进行测定，参照文

献[4～5 ]方法的基础上进行改进：准确称取 40 m g 的

OPA 溶解于 1ml 的甲醇中，分别加入 20%(W/W)的 SDS

2.5ml，0.1mol/L的硼砂25ml及100μl β-巯基乙醇，最

后用蒸馏水定容到 5 0 m l。空白液不加 O P A。测定时，

各取空白液、OPA 试剂4ml 于试管中，分别注入 200μl

样品液，混匀后于 35℃反应 2min，340nm 下测其吸光

值 A 34 0，二者之差ΔA 34 0 为自由氨基的净吸光值。以赖

氨酸作出标准曲线，根据ΔA 34 0 计算样品中自由氨基的

含量 C 。

1.3.4 接枝度(degree of graft，DG)的计算

DG=(C0－ Ct)/ C0 × 100%

式中，C 0 为未反应时蛋白质自由氨基总量；C t 为

反应 t 时刻蛋白质自由氨基的含量。

1.3.5  SPI-糖接枝物的Sepharose CL-6B柱层析及其纯

化

称取一定量1.3.2样品，溶于0.1mol/L pH7.6的Tris-

HCl 缓冲液中(含 0.4mol/L NaCl)，浓度为20mg/ml，搅

拌使其溶解，然后离心(2500× g)10min除去不溶物，取

上清液 2ml 上柱层析 (柱长，90cm；柱直径，1cm；

洗脱流速，2.8～3ml/10min)。洗脱液为0.1mol/L pH7.6

的Tris-HCl 缓冲液(含0.4mol/L NaCl)，280nm及420nm处

检 测 。

根据大分子蓝色葡聚糖2000 的洗脱体积测定凝胶柱

的外水体积 V o，根据铬酸钾的洗脱体积测定凝胶柱的内

水体积Vi；分配系数Kd=(Ve － Vo)/Vi；以标准蛋白质相

对分子质量的对数为纵坐标，Kd 为横坐标作标准蛋白相

对分子质量对数图，计算蛋白质的相对分子质量。

收集 280nm 与 420nm 均吸收溶液于蒸馏水中透析

(4℃)，所得透析液进行冷冻干燥制成干粉，即为纯化

的接枝物样品。

1.3.6 总糖量的测定

蒽酮比色法[11]。

1.3.7 氨基酸分析

参考文献[12]的方法，将样品分别置于消解管中，

加入6mol/L 的 HCl 溶液，在110℃下密封水解24h，冷

却后定容，过滤，蒸干，再加入0.02mol/L 的 HCl 溶液

在真空中放置 30min，上氨基酸自动分析仪测定除色氨

酸以外的其它氨基酸的含量。

1.3.8 黏度的测定

参考文献[ 1 3 ]的方法利用奥氏黏度计测量黏度，
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25℃恒温水浴，液体流过黏度计毛细管的时间通过精度

为0.01s 的电子数字秒表计时。每个数据点至少进行四

次重复实验，每两次试验的差值不大于 0.05s，取四次

测量的平均值作为最终实验结果。

以样品溶液浓度 C 为横坐标，1/C × ln(t/t0)及

(t/t0 － 1)/C 各为纵坐标作图，外推至C=0时，求出特性

粘度[η]，t，t0 分别为样品溶液及水流经毛细管两端刻

度的时间。

1.3.9 差示扫描量热(DSC)分析

参考文献[12]的方法将样品用差示扫描量热仪分别测

定其变性温度，扫描速率：5℃/min，扫描范围：30～

100℃。

1.3.10 荧光光谱分析

参考文献[12]方法，称取一定量样品，用重蒸水溶

解，使蛋白浓度为1mg/ml，取 200μl样品溶液于2.3ml

硼酸盐缓冲液中(pH8.5，0.2mol/L)，使用HATACHI 650-

60荧光分光光度计分别在347nm(激发波长)进行发射波长

扫 描 。

1.4 实验设计与统计分析

所有实验均进行平行实验，而且重复 3～5 次；样

品的测定均重复 3～4 次，结果取平均值；应用统计学

软件SAS(V8.1)并对结果进行方差分析(p＜ 0.05)。

2  结果与分析

微波辐射SPI-糖进行接枝反应到一定程度后(本研究

中，SPI 与乳糖、可溶性淀粉的接枝度DG 分别为35.8、

29.8)，反应混合物由SPI、糖、SPI- 糖接枝物、盐及

少量附产物组成。为了得到 SPI- 糖接枝物，需对反应

混合物进行一定程度的处理，以除去非接枝物。

对于SPI- 乳糖反应物，可通过透析的方法将乳糖，

盐及小分子的附产物除去。

而在SPI-SS 反应物中，SS 为多糖，不能通过透析

的方法将未反应的 SS 除去。根据 SS 在冷水中不溶解的

特点，可将反应混合物置于 4℃中放置一定时间后，使

其从溶液中析出，然后通过离心的方法将其除去。最

后，通过透析将盐及小分子的附产物除去。

2.1 SPI-糖接枝物的Sepharose CL-6B分析及其纯化

由于糖分子的共价接入，SPI 分子发生了变化，包

括各组成的相对分子质量的变化。研究蛋白质相对分子

质量方法通常有电泳、柱层析及液相色谱等，本研究

中利用Sepharose CL-6B凝胶柱层析与HPLC并借助于相

关软件对接枝物进行相对分子质量的分析。

为了进一步研究SPI-糖接枝物各组分，我们对经过

初步处理的样品进行了Sepharose CL-6B 柱层析，结果

如图 1 所示。

对收集液280nm 吸收检验表明：SPI 及其接枝物均

呈现两个强的吸收峰；但是，对于SPI 与 SPI- 乳糖接枝

物还在洗脱体积为12～15ml(外水体积为12ml)也出现一弱
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的吸收峰(图 1)，而 SPI-SS 则未出现；另外，SPI- 糖

接枝物柱层图的峰形较为对称；这说明 SPI 接枝后其分

子的空间结构发生了一定的变化，而且在溶液中其分

子更加分散。对此，通过标准蛋白相对分子质量对数

与分配系数(Kd)关系图(图 1)，将柱层析图所得各组分

的相对分子质量进行估算，结果如表 1 所示。对于 SPI

及 SPI- 乳糖接枝物，组分 1 相对分子质量在 440kD 以

上，且洗脱体积在外水体积之外，可推测为少量蛋白

质的聚集体，而 SPI-SS 接枝物未监测到组分 1，说明

在溶液状态下，其分子较为分散开来；比较各样品组

分 2、3 的相对分子质量可看出，SPI 及其乳糖接枝物

的变化不大，而 SPI-SS 接枝物的相对分子质量有一定

程度的提高，由此可见，多糖 S S 的介入，使得蛋白

质的相对分子质量相对提高；而且，与 SPI- 乳糖接枝

物相比，SP I 引入分子体积较大 SS，降低了蛋白质分

子的聚积，因此，在 SPI-SS 接枝物柱层析图(图 1)上

未观察到组分 1 。 结合氨基酸分析的结果，我们若假定在SPI-糖接枝

反应中，只有赖氨基与精氨酸侧链的自由氨发生接枝反

应，且一个糖分子只与一个自由氨基反应，那么可估

算出产物的接枝度与含糖量。计算如下：

DG估计(%)=[1－(L+A)Graft/(L+A)SPI]×100

总糖量(%)=[Δ(L+A)×M+2.0]/[100+Δ(L+A)×M]×

100

式中，Δ(L+A)=(L+A)SPI-(L+A)Graft，L、A 为赖氨

酸与精氨酸的摩尔数，其值为其在氨基酸分析中相对含

量的百分数与相对分子质量之比；M 为糖的相对分子质

量(对于SS，以平均相对分子质量20kD 计)，2.0 为 SPI

中总糖含量百分数。所得结果如表 3 所示，从表中可看

出，无论哪一种接枝物，D G 的理论值较实测值偏小，

这有可能在 SPI 分子中，除了赖氨酸与精氨酸侧链上的

自由氨基参与反应外，蛋白质分子 N 末端的自由氨基也

参与了反应。

表1    SPI 及其接枝物柱层析各组分的相对分子质量计算结果

Table 1      Molecular weights of SPI and grafts components
separated by Sepharose CL-6B

项目 组分1(kD) 组分2(kD) 组分3(kD)

SPI ＞ 440 324.9 80.0～110.1

SPI-乳糖接枝物 ＞440 349.0 80.0～120.8

SPI-SS接枝物 － 362.6 121.0～151.0

为了收集纯度较高的SPI-糖接枝物，分别对收集液

在 420n m 进行检测(图 1)。从图中可看出，组分 2、3

均呈现不同程度的吸收，而组分 2 处的吸收较强，可推

测为组分 2 为 D G 较高的组分。但是，为了系统研究接

枝物，我们对组分 2、3 在两波长处均有吸收的洗脱液

进行了收集，并进行脱盐等处理，制备成纯度更高的

样品。另外，也收集了SPI 于 280nm 处有吸收的洗脱液

并制备成样品作为对比。

2.2 SPI-糖接枝物理化性质

SPI 与糖进行接枝反应后，其理化性质会发现一些

变化，为了了解接枝物的理化性质，我们对接枝物的

总糖含量、氨基酸、粘度、热变性温度、荧光等进

行了分析。

2.2.1 总糖及氨基酸分析

本研究中，采用蒽酮法测定经过柱层析纯化所获得

的蛋白样品的总糖含量，结果如图 2 所示。SPI 与糖进

行接枝反应后，其接枝物中总糖的含量明显提高。通

过氨基酸分析，并对其进行相对含量计算，发现氨基

酸中有赖氨酸、精氨酸发生明显的变化(表 2，其它未

变化氨基酸的数据未列出)。这是由于赖氨酸与精氨酸

的侧链上存在自由氨基，所以可参与 SPI 与糖的接枝反

应，故其相对含量减少。

表2    SPI 及其接枝物氨基酸相对含量

Table 2      Relative content of the amino acids of SPI and grafts

氨基酸 SPI(%) SPI-乳糖 (%) SPI-SS (%)

Arg 7.49 5.80 5.82

Lys 6.33 3.45 4.19

图2    SPI 及其接枝物总糖含量

Fig.2      Total saccharide content of SPI and grafts
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总糖(%)

另外，总糖含量理论值也较实测值大，这要从两

个方面来解释：在用蒽酮法测定总糖量时，是利用浓硫

酸将糖分子水解为单个葡萄糖分子进行的显色反应，

但是接枝于蛋白质分子上糖分子很可能在酸消解时只能

得到(n-1)个葡萄糖分子，导致测定结果误差的产生，

尤其是对于乳糖分子。另外从接枝反应的机理上解

释，一个糖分子可能与多个自由氨基反应，比如 S S ，

表3     理论计算与实际测定计算的DG与总糖含量

Table 3      DG and total-saccharide content of theoretical
computation and their determining values

项目
                     SPI-乳糖接枝物                      SPI-SS接枝物

DG(%) 总糖(%) DG(%) 总糖(%)

理论计算 33.2 10.7 27.1 ＞＞4.7

实测计算 35.8 6.6 29.8 4.7
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由所测得的结果可看出(图 3)，SPI 经过接枝改性

后，其接枝物的特性黏度出现不同程度的增加，这说

明SPI-糖接枝物在溶液里分子较SPI有更大程度的伸展，

这样与溶剂分子间的内摩擦加大，而由于多糖的引入，

在空间上更加改变了蛋白质的空间结构，因此，SPI-SS

接枝物特性黏度较SPI- 乳糖接枝物大得多。

2.2.3 热变性温度-DSC 分析

差示扫描热量法(DSC)自 20世纪60年代以来已广泛

用于蛋白质热变性研究。由于蛋白质加热时，蛋白质内

的氢键断裂，从而导致蛋白质分子的展开，分子展开过

程中需要吸收能量，我们称之为变性热，蛋白质的热分

析就是通过加热破坏蛋白质的二级、三级和四级结构，

测量变性过程中的能量变化情况。SPI 及其接枝物变性

温度的测定结果如图4 所示：SPI 及其与乳糖、SS 接枝

物的变性峰值温度分别为 85、75、70℃，三者变性温

度相差很大，这说明三者在结构与组成上有较大差异。

一个分子可能含有多个还原末端，可同时与多个自由

氨基反应。

2.2.2 黏度分析

特性黏度反映了在溶液无限稀释的情况下，每个高

聚物分子彼此相隔极远，其相互无干扰可忽略不计。这

时，溶液所呈现的粘度主要是反映了高聚物分子与溶剂

分子间的内摩擦。

图3     SPI 及其接枝物的特性黏度

Fig.3       Intrinsic viscosity of SPI and grafts
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图4    SPI 及其接枝物 DSC 分析图谱

Fig.4      DSC analysis of SPI and grafts

对于生物高分了聚合物，非共价键如氢键与疏水相

互作用，在稳定蛋白分子结构稳定性方面起着主要的作

用，它们也许是反向键，对热变性温度起着主要决定作

用。大豆蛋白热变性温度与其分子的二级结构有关，一

般由非共价键来决定[14 ]。由此，可推测糖分子的引入，

破坏了 S P I 分子中非共价键，导致热变性温度降低。

2.2.4  荧光光谱分析

研究发现[15]美拉德反应产生的荧光物质典型的光谱

特征为激发波长为 3 4 0～3 7 0 n m，发射波长为 4 2 0～

440nm。由于SPI- 糖接枝反应以美接德反应为基础，因

此我们对此进行了研究，发现当激发波长为 415nm 时，

所得荧光光谱如图5 所示：SPI 则在 450nm 处有最大荧

光强度，而接枝物均在 4 3 0 n m 处有最大荧光强度，符

合美拉德反应产物的荧光特征，这也说明SPI- 糖接枝物

具有荧光特性。但是从图5 可看出，SPI- 乳糖接枝物在

430nm 外的荧光强度要高于SPI-SS 接枝物，这可能与反

应的程度有关。

一般认为，荧光物质的形成是零级反应[1 6 ]。许多

研究者计算出理论方程预测荧光聚集程度。此理论方程

作为时间函数，而一些变量及中间反应的速率常数未

知，故不能求出方程的解[1 6 ]。由此，荧光物质还没有

完全定性，荧光性的研究也只能停留在摩尔的基础上。

研究还发现[17]，颜色物质与荧光物质并非完全相同，荧

光基团是类黑素的前体物。通常，对产生褐变与荧光

的引发阶段研究发现后者的引发阶段较短[16]。此阶段，
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大量的无色中间体形成。随着加热时间的进行，荧光

物质的产生、增加、平衡取决于反应的条件( p H、a w、

温度及反应物的种类)[18]。

3 结  论

微波合成的大豆蛋白 - 糖接枝物是一类复杂的高分

子化合物，此研究中，依据Sepharose CL-6B柱层析图，

与SPI 相比，SPI- 乳糖接枝物相对分子质量变化不大，

SPI-SS 接枝物未监测到＞440kD 的组分1。而且，利用

D S C、荧光等手段分析了接枝物理化性质的一些变化：

SPI 与糖经接枝反应后，其接枝物中总糖的含量明显提

高，赖氨酸、精氨酸发生明显的变化，特性黏度出现

不同程度的增加，而热变性峰值温度则有所降低。另

外，通过荧光分析，接枝物符合美拉德反应产物的荧

光特征，

当然，由于蛋白质 - 糖接枝物是一类新型的高分子

化合物，其研究还需要进一步从其它方面如反应机理、

分子结构与功能等方面加以深入研究。
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